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原発性胆汁性肝硬変 brim a rYbilia rY Cir rho sis, P B C)で は, ア ポ ト ー シス に よ る細胞死 が胆管上皮 の 消失 の 基本病変で
あ る と考えら れ て い るが , そ の 正確なプロ セス は不明であ る. 最近, 月旦汁 の 重要 な構成成分 である胆汁酸が , 胆管 上皮 そ の も
の に村 しア ポ ト ー シ ス 誘導作用ある い は抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用を示す こ とが 報告され て い る . 本研究 で は , P B Cの 胆管破壊解
明の た め の 基礎的研究 と し て , 野生 型 マ ウ ス (B A L B/c) お よ び機能的Fa s受容体 (Fa s r e c epto r, FasR) 欠損マ ウ ス (C 3 H･
M R L-Fa sIp r) 由 来培養肝内膳管上皮細胞株を用 い , 抱 合塑疎水性胆汁酸 の ～ つ で あ る グ リ コ ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸
短1yc o chenode o xycholic acid, G C D C A) の ア ポ ト
ー シ ス 誘 導お よ び その プロ セ ス に つ い て 検討 した ･ その 結果 , G C D C A は
B A L B/c由来胆管上皮細胞株 (M B E CJW) に お い て , 用量 およ び 時間依存性に ア ポ ト
ー シ ス を誘導 した. 直接 ア ポ ト ー シス を
誘導する こ と が 知 られ て い る ビ ュ ー ベ リ シ ン O) e a u V ericin) 処理 群で は ア ポ ト ー シス は4時間後 に み ら れ る の に比 し, G C D C A
負荷後の ア ポ ト ー シ ス は, 24時 間後か ら観察 さ れ 遅く出現 し た . こ の こ と は , G C D C A に よ る ア ポ トー シス 誘導 は , G C D C A
の 直接作用で は なく他 の 因子 の 介在に より間接的 に実行され る もの と 考えられた . 免 疫組織化学的, 分子生物学的検討 に より
GC D C A負荷 M B E C｣W で は, Fa sR, Fasリ ガ ン ド (Fasliga nd, Fa sI), ア ネキ シ ン Ⅴ, 加工 型 カ ス バ ー ゼ ー3 お よ び ア ピ カル 側
ナ トリ ウム 依存性月旦汁醸 トラ ン ス ポ ー タ ー (apicals odiu m-depe nde ntbile a cidtranspo rte r, A S B T) の 発現が先進 して い る こ と
が 示され た . さ ら にG C D C Aの 負荷 によ り, イ ン タ ー ロ イ キ ン ー18(inte rle ukin-18, IL 18)m R N Aの 発現克進が Fa sL mR N Aの 発
現 に先行 して認 め ら れ, さ ら に培養液に活性型IL 18の 分泌が 認め られ た. ま たI L 18の レセ プ タ
ー で あるIL 18受容体 α (Ⅰし
18r e c epto rα) m R N Aの 恒常的な発現が確認 され た. 一 方 , 機能 的FasR欠損 マ ウス で ある C 3 H･ M R しFa s
lpr 由来胆管上皮細
胞株 (M B E C-1pr) で は ア ポ ト ー シ ス の 誘導 は認 め ら れ な か っ た . 以上 の 結果 か ら, G C D C A は A S B Tを介 しマ ウ ス 胆管上 皮細
胞内 に取り込まれ , そ の 結果FasR発現 の 先進 お よびI L 18産生 に伴う Fa sL発現克進をきた し, 胆管上 皮細胞相互 の オ
ー トク
リ ン , パ ラ ク リ ン の 機序 で Fa sR/FasL系 シ グ ナ ル に より胆管 上皮の ア ポ ト ー シ ス を誘導 して い る こ とが 示 さ れ た . ま た , こ
の 系の アポ ト ー シ ス は カ ス バ 一 旦 3の 活性化に よ り実行 され , そ の 過程で アネ キ シ ン Ⅴの 細胞質 か ら細胞膜 へ の 移動が 生 じて
い る こ と も示 さ れ た . 生体 内に お い ても, G C D C Aを含め た 胆汁酸 に よ る胆管上皮 の ア ポ ト ー シ ス が , ヒ トの 肝 内胆管病変の
発生, 進展 に何 ら か の 役割 を果た して い るも の と推定 された.
Eey w o rds Fas re ceptor/Fasliga nd-SySte m, C a SPaS e-3, a n n e Xin V, apic als odiu m-dependentbile
a cidtr an sporter,interleukin-18
肝内胆管 は 一 層 の 胆管上 皮細胞で覆 われ て い る. 原発性胆汁
性肝硬変 (prim a ry bilia ry cirrho sis , P B C), 移植片対宿主病
(gr aft-V e rS u S-ho stdis e as e, G V H I)) お よ び肝移植彼 の 拒絶反応
な どの 免疫介在性肝月旦道系疾患で は , 胆管上 皮自身が標的細胞
と な っ て お り , そ の 脱 落 が 肝 内胆管病変 , 特 に 胆 管消失
(v aIlishing bile du ct syndr o m e) の 重要な病的機序 とな っ て い
る
1卜 6)
. さて , ア ポ ト ー シス は能動的で プ ロ グ ラ ム 化され た 細
胞死であり, 正 常組織 の ホ メ オ ス タ ー シ ス の 維持 や様 々 な病態
形成 に関与 し て い る . 従 来 の 研 究 に よ り , Fa s受 容 体 (Fa s
reFePtO r, Fa sR)/Fa sリ ガ ン ド (Fa sligand, FasL)を介 した ア
ポ ト ー シ ス は , 免疫介在性胆管消失 の 重要な機序 と して 認識 さ
れ て お り, Fa sL陽性T リン パ 球 が Fa sR を表出 した胆管上皮細
胞を攻撃 し, そ の 結 果胆管上皮細胞 が破壊 , 消 失す る と さ れ
る 7ト 9). 近年 , リ ン パ 球 以 外 の 様 々 な細胞 にもFa sLの 発現が
知ら れ て お り, 自 己免疫性疾患 で の 標的細胞 の 破壊機構ある い
は悪性腫瘍の 免疫回避機構 に何 らか の 役割 を演 じて い る と さ れ
て い る 10 卜17). しか し, 胆管上 皮細胞 で の FasLの 表 出や 病的プ
ロ セ ス にお ける 役割 に関す る研究 は な され て い ない .
さて , 胆汁 中の 重要な成分であ る胆汁酸 は , 親水性胆汁酸お
よび疎水性胆汁酸 に大別 され る. 胆汁酸の 種類 や標的臓器に よ
平成11年11月25 日受付, 平成12年1月12日受理
A bbreviatio n s: A S B T
,
aPical$ Odiu m-depe nde ntbile acidtran sporter;B V, be au v e ricin; D A B, dia min obe ndizin e;
FasL, Faslig and;FasR, Fas re ceptor;G C D C A,glyco che n odeo xycholic a cid; GV H D, gra虹vers u s-hostdis eas e;IL,
interle ukin;II/18 Rα , interle ukin-18re c epto rα ;P B C, Prim ary biliary cirrhosis; P C N A, Pr Olifer ating cellnu cle ar
胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞の ア ポ ト ー シ ス
っ て , こ れ ら胆汁酸は種々 の 生理的, 痛的効果を有す る. す な
わ ち, 腸 管上 皮 に お い て は , 胆汁酸 は D N A合成促進作用や発
痛作用を有 し
1机 9)
, 親水性胆汁酸で あ る ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー
ル 酸 (u r s ode o xycholic a cid, U D C A) は肝細胞保護作用を示
す20卜 22). 一 方 , 疎水性胆汁酸(とく に非抱合型) は肝細胞 に対
し ア ポ ト ー シ ス 誘導作用を有す る
23)2 4)
. 月旦汁酸 の 胆管上皮 に対
す る作用 に つ い て も2, 3の 研究 が なさ れ て お り, jupini ら
25)26)
は抱合型疎水性胆汁酸は胆管上皮 の 増殖お よ ぴ セ ク レ チ ン の 分
泌を促進 し た と報告して い る . また Be n edet i ら
27)は, 親水性
あ る い は 抱合塑疎水性胆汁酸 は胆管障害 (ネク ロ ー シ ス)を誘
導 しない が , 非抱合型疎水性胆汁酸 は胆管障害性を示 した と報
告 して い る . しか し, 胆 汁酸 に よ る胆管細胞の ア ポ ト ー シス 誘
導に 関連 した検討 は殆 どな されて い な い .
今 回, P B C に代表 さ れ る免疫介在性肝内胆管系疾患 にお け る
肝内胆管 の 破壊機序 の 一 端を実験的 に明 らか にす る ため , 胆汁
酸 に よ る 胆管 上 皮細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 と そ の 機 序を
Fa sR/Fa sL系を 中心 に検討 した . つ まり, 培養 マ ウ ス 胆管細胞
株 に抱合型疎水性胆汁酸の 一 つ で あ る グリ コ ケ ノ デ オ キ シ コ ー
ル 酸 鹿1yc oche n ode o xycholic acid, GC D C A)を負荷し, 胆管細
胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス , 細胞増殖 , ア ポ ト ー シ ス 関連分子
(FasR, Fa sL, カ ス バ ー ゼ ー3お よ びア ネ キ シ ン V) の 蛋白 お よ び
mR N Aの 発現 , ア ピカ ル 側 ナ ト リ ウ ム 依存性胆汁酸 トラ ン ス ポ
ー タ ー (apic als odiu m-depe nde ntbile acidtra n sporter, A S B T)
m R N Aの 発 現, イ ン タ ー ロ イ キ ン (interle ukin, II) -18mR N A
の 発現 と培養 上清中 の 活性型Ⅰし18濃度お よ びⅠし1 8受容体 α
(II/18re c epto r α , I し18 Rα) m R N Aの 発現の 5項目 に つ い て
検討を行 っ た . なお , ア ネキ シ ン Ⅴ は近年 マ ウ ス の 末梢胆管に
特異的か つ 高度 に発現 して い る こ と が 示さ れて おり
28)
, また 細
胞膜表面 に提示された フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン に結合する特性
か ら ア ポ ト ー シ ス 早 期 の マ ー カ ー と し て 利 用 さ れ て い る .
AS B T はヒ トお よ び ラ ッ ト の 胆管 上皮 に発現 し, 抱 合型胆汁酸
の 細胞内 へ の 取り込 み に 関与 して い る2
9卜 32)
. ま たⅠし18 はI L l
レセ プ タ ー フ ァ ミ リ ー に属 するⅠし18 Rα と結合 し, おも にイ ン
タ ー フ ェ ロ ン γ を誘導する サ イ トカ イ ン で ある が
3 3)34)
, FasLの
発現誘導作用も有 し, Fas系を 介 した ア ポ ト ー シス を促進 させ
る こ と が 報告さ れ て い る
35卜 38)
材料 お よび方法
L 実験動物お よび胆管細胞株 の樹立
1. マ ウス 肝内胆管細胞 の 単離
野 生型 マ ウ ス (BA L B/c) お よ び 機能的 Fa sR欠損 マ ウ ス
(C 3 H･ M RしFas
l-)り の 8過 齢老齢雌 マ ウ ス の 肝 内末梢胆管細胞
を Kataya n agiら
39)の 方法 に より単維, 培養 した . すな わ ち, 仏
型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ (Sigm aC he mic al Co. , StLo uis, U S A) を下
大静脈 より還流 し, そ の 後肝細胞を可及的除去 した の ち肝内胆
管樹を作製 した. 実体顕微鏡下で末梢胆管の み を切離, 採取 し,
1 0 % Nu - S e ru mV (Be cto n D ickin s o n, Bedford, U S A),
2.5m g/1フ ォ ル ス コ リ ン (Sigm aC he mic al Co.), 20ng/mlマ ウ
ス 上皮成長因子 (Li Le Te chn ologie s,In c. , Gra nd Island, U S A),
12.5m g/ml ウ シ下垂体抽出物(Becton Dickin s o n), 5nM 甲状腺
ホ ル モ ン T 3(Sigm aC he mic al Co .), 1 0ml/1 I T S+ (Be cto n
35
D ickin so n) お よび10ml/1100Ⅹ a ntibiotic myc otic s olutio n(Li fe
Te chn ologie s, In c.) を 添 加 し た D M E M/F-12培 地 (Life
Te chnologied,In c.)内で, 37℃ , 5 % C O2の 条件下 で1 日間培養
し た . 次 に組織片を 仏型 コ ラ ー ゲ ン (新田 ゼ ラ チ ン , 大阪) 上
に移植 し4週間培養した. 移植組織片辺緑より胆管上皮細胞の
シ ー ト状 の 増殖が あり, 形態学的に胆管上皮と思われ る部分の
み を偏光顕微鏡下 で 切 り取り, 新 た なコ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 に再移
植 した . こ の 過程を4回線り返 した の ち , Ⅰ塾 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お
よ び デ ス パ ー ゼ (Li fe Techn ologied,In c.) 混合液 に て コ ラ ー ゲ
ン ゲ ル を消化 し, 胆管上 皮細胞を回収 した . 胆管上 皮細胞 と反
応す る こ と が 知 ら れ て い る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ケ ラ チ ン 抗 体
(Z622) (D A KO, Glostrup, De n m a rk) を用い た免疫染色にて 増
殖 した細胞の ほ ぼ100 % が胆管上皮細胞 である こと を確認 した.
2 . マ ウ ス 肝内胆管細胞 の単層培養お よび3次元培養
上記 の 過程 に よ り樹立 し た 培養胆管細胞株 [M B E C- W




個の 胆管細胞を 仏 型 コ ラ ー ゲ ン で 覆わ れ た ウ ェ ル
上で , 37℃ , 5 % C O2の 条件下 で 2週間培養した . こ れ ら の 細
胞 はゲ ル 上で単層で シ ー ト状 に発育 した .
次 に, Kataya n agiら
39)40)の 方法 よ り胆管上皮細胞 の 3次元培
養を施行 し た. す なわ ち1× 106個/c m3の 胆管細胞をIA型 コ ラ
ー ゲ ン に混和 , ウ ユ ル 内 に注入 し37℃, 5 % C O2 の 条件下 で5
日 間培養 し た . これ ら の 増殖細胞 は3次元的に成長し, 細胞極
性を有する嚢胞 を形成 した .
Ⅰ . G C D C A お よびビ ュ q ベ リ シ ン(be a u v ericin, B V)の負
荷方法
G C D C A(Sigm aC he micalCo.) を100FLM , 250/1M , 500FLM
お よ び100 0〃M の 濃 度で , ま た は B V(Sigm aC he mic al Co ･)
を5FI M , 10pM , 25FIM お よ び50/J M の 濃度で 培地内に混和
し, 胆 管細胞株 (単層培養お よ び3次元培養)を37℃, 5 % C O2
の 条件下 で 4時間, 12時間, 24時間, 48時間培養 した . B V は
E
+
イ オ ノ ホ ア の 一 種 で , Ca
2+
依存性 に カ ス バ ー ゼ ー3を活性化
し, 培養ラ ッ ト胆管細胞の ア ポ ト ー シ ス を直接誘導する
41)こ と
が 知 ら れ て お り, B V負荷 によ る培養細胞 の ア ポ ト ー シス を陽
性 コ ン ト ロ ー ル と して用 い た. なお 単層培養細胞株を用 い た実
験で は , ア ポ ト ー シス 細胞の 脱落, 浮遊を防ぐた め , G C D C A
お よ びB V負荷前 に培養胆管細胞層上 にゲ ル を重層 し た.
Ⅱ . 肝内胆管細胞 の ア ポ ト ー シス お よ び増殖活性 の検討
1. 材料の 作成
肝内胆管細胞 を培養 し た 各ウ ェ ル 内 に10 %中性綬衝 ホ ル マ
リ ン を入 れ2日 間固定後, 培 養細胞を含ん だ コ ラ ー ゲ ン ゲ ル を
剥 離 し パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を作成 した . こ れ ら か ら3ノ∠ノ m
厚 の 連続切片 を作成 し以下 の 検討 に使用 した .
2 . ア ポ ト ー シス の 検出
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 同定 は te r min al de oxynucle otidyl
tra n sfe ra s eCrdlつ - m ediated de o xyu ridin etripho sphate nick-e nd
labelingCr U N EU法 に より行 っ た . すなわ ち, 脱パ ラ フ ィ ン切
片 を親水化後, 20pg/mlプロ テ ナ ー ゼ K O30 ehringerMan nhe血,
India n apolis, U S A) に て5分間処理 し た. 次 にT d T お よ びフ ル
antige n;R T, r e V e r S etr an S Criptio n;T U N E L, te rmin al deo xyn u cle otidyltr an sferas eCrdT)- m ediated deoxyuridin e
triphosphate nick-endlal)eling;U D C A, u r S Ode oxycholic acid
36
オ レ セ イ ン 標識d U T P を含有 し た T d T緩衝液 (in situ c ell
dete ctio nkit, P O D, Bo ehringer M an nheim)を混和後 , 切片 上
に 滴下 し37 ℃, 60分 反応 させ た. P B S に て洗浄後 , ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ標 識抗 フ ル オ レ セ イ ン抗体を37℃, 60分反応 させ た .
P BS で洗浄後, ヂ ア ミ ノ ベ ン ヂ ジ ン (dia min obe ndizin e, D A B)
で 褐色 に発色 さ せ , メ チ ル グ リ ー ン にて 核染 した . 顕微鏡下で
1 000個以上 の 培 養細胞を観察, アポ ト ー シ ス 陽性細胞を数え,
ア ポ ト ー シ ス 指数(= m N E L陽性細胞数/全細胞数)を算出 した .
3 . 増殖活性 の 評価
増殖細胞核抗原 br olife ratingc elln ucle a r antige n, P C N A) は
Gl期後期か らS期 にか けて 核内 に集積す る D N A ポリ メ ラ ー ゼ
∂ の 補助因子で あり , 培養細胞 の増殖活性 の 指標 と して 用い ら
れ て い る
42)
. p c N Aの 免疫染色を用い 培養細胞 の 増殖活性を評
価 した . 一 次抗体 と して , マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 P C N A抗体
(No v oc a stra h b. , Ne w ca stle, U K) を用い た . マ ウス 組織切片
に応用す る ため , D A K O社 の ポ リ マ ー イ ム ノ コ ン プ レ ッ ク ス 法
に 従い 染色を行 っ た. す なわ ち, 等 量の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識
デ キ ス ラ ン ボ リ マ ー (マ ウ ス 1次抗体用 En visio n+, D A K O) と
P C N A抗体 (5 0倍希釈)を室温 で 1時間反応 させ た . そ の 後,
En visio n十抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン 抗体 の 非結合部 を ブ ロ ッ
ク する た め 正常 マ ウ ス 血清 (DAK O) で 室温 , 1時 間反応 させ ,
免疫複合体を作成 した . 組織 切片は , 脱パ ラ フ ィ ン 後l マ イ ク
ロ ウ エ ー ブ処理(10m M クエ ン 酸碑衝液, pH 6.0, 800ワ ッ ト, 20
分) にて抗原賦活化 を行 い , さ ら に免疫複合体 の 核内 へ の 浸透
を高め る ため , デ キ ス トラナ ー ゼ (Sigm aC he mic al Co.) で5分
間処理 し た . 次 に , 作製 した 免疫複合体を切片上 に滴下 し常温
で60分反応 させ た . P B S で数回洗浄後D A B で褐色 に発色 させ
メ チ ル グリ ー ン に て 核染 した . 増殖活性 の 評価 は 1000個以上
の 培養細胞を観察 し, 増殖指数 (= P C N A陽性細胞数/ 全細胞
数)の 算出に よ り行 っ た .
Ⅳ . 肝 内月旦管細胞様 に お け る ア ポ ト ー シ ス 関連分子の発現
1 . 免疫組織化学的検討
Fa sR, Fa sL, カ ス バ
ー ゼ ー3の 免疫染色をEn visio nシ ス テ ム
(D A E O) で , ア ネキ シ ン Ⅴ の 免疫染色を ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン 複
合体(a vidin-biotin c o mple x, A B C)法43)で 行 っ た . Fa sR お よ び
カ ス バ ー ゼ ー3の 免疫染色は , 切片をマ イ ク ロ ウ エ ー ブ処 理後 に
行 っ た . 1次抗体 は, ウサ ギ抗 マ ウ ス FasR ポ リ クロ ー ナ ル 抗体
Tablel. Sequenc es ofoligo n ucleotideprl m erS uS edin this study
(冬20, 400倍希釈, Santa Cru ZBiote chn olog yIn cリ Sa nta Cru Z,
U S A), ウサ ギ抗 ヒ トFa sL ポ1) クロ ー ナ )t/抗 体 (Q-2 0, マ ウ ス
Fa sL との 交差反応あり, 600倍希釈, Santa Cru ZBiotechn olog y
In c.), ウサ ギ抗 ヒ ト カス バ ー ゼ ー3 ポリ クロ ー ナ ル 抗体(500倍希
釈 , Dako), ラ ッ ト抗 マ ウス ア ネキ シ ン Ⅴ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
(10倍希釈, 金沢大学医学部医学科病 理学第二教室, 片柳和義
先生 より供与29)) を用い た . な お , ウサ ギ 抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ ー3
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体と マ ウス カ ス バ ー ゼ ー3と の 交差反応性を ,
後述の 如く ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で 確認 した . 観察は 光
学顕微鏡 下 で 行 い , Fa sR, Fa sL お よ び アネキ シ ン Ⅴ に 関 して
は, 陰性 , 軽度 陽性 , 中等度陽性, 強陽性 の 4段階で評価 し,
カス バ ー ゼ ー3 に関 して は 陽性率(カス バ ー ゼ ー3陽性細胞数/全細
胞数 × 10 0)で 評価 した ,
2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ に よ る検討
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ に より, 上 記 ウ サ ギ 抗 ヒ ト カス バ
ー ゼ ー3 ポ リ クロ ー ナ ル 抗体 (D A R O) と マ ウ ス カ ス バ ー ゼ ー3と の
交差反応性 を確認 し, ま た カ ス バ ー ゼ ー3の 経時的発現の 推移を
検討 し た . B Vで 12時間お よ び48時間処理 した106偶の M B E C-
W 細 胞を回収 し, 蛋 白溶解液 [20m M Tris-H Cl(pH 7.4), 0.1 %
S D S, 1 % Triton｣Ⅹ10 0 お よ び1 % デ オ キ シコ
ー ル 酸ナ トリ ウム
を含有] に て ホ モ ジ ナ イ ズ した . 遠心 (4℃, 12,000g, 30分)
後上 宿を回収 し, 蛋白濃度1/∠g/〃1 に調整 した . 抽 出蛋白を2一
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル にて 還元 しS D S-P A G E に て蛋白を分離
後, 電気的 に ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜 に転写 し た . 転写膜を5 % ウ
シ血 清 ア ル ブ ミ ン に て ブ ロ ッ キ ン グ した 後 , 抗 ヒ ト カ ス バ ー
ゼ ー3抗体 (D A K O) お よ び En visio n+ (ウ サ ギ , 1 0倍 希釈 ,
D A K O)を順次反応 させ , D A B にて褐色 に 可 視化 し た. なお 予
想 さ れ る 蛋白の 分子量 は , マ ウ ス プ ロ カ ス バ ー ゼ ー3 が 3 2k Da
(p3釘, プ ロ セ ッ シ ン グ をうけた マ ウ ス カ ス バ ー ゼ ー3 が 29k Da
b29), 17k Da(p17)お よ び12k Da(p12)で ある 44).
V . G C D C A負荷胆管細胞に お ける m R N A の発現量解析
薬剤非負荷お よ び G C D C A負荷培養細胞か ら R N Aを抽出 した
後, 逆転写 (r e v e r s e-tr a n S C riptio n, R T)-P C R法に よ り Fa sR,
Fa sL, ア ネキ シ ン V, A S B T, Ⅰし18 お よ びII]18Rα の mR N Aを
検出 し半定量的 に評価 した . A S B T, Ⅰし1 8 およ びⅠし18Rα に
関 し て は そ れ ぞ れ に 対応す るP C R産物 の 塩基配列 の 解析も行
っ た .
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PGEM161 andpG E M 2911ar e V eCt OrPn m e m S edin the PCR amPlific atio n. pG E M2944is a v ectorprl m er u Sedin cycle s equ en clng･
胆汁酸に よ る胆管上皮細胞の アポ ト ー シ ス
1 . 全 R N Aの 抽 出
R N Aの 抽 出は グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト フ ェ ノ ー ル ー ク
ロ ロ ホ ル ム 法
4 5)にて 行 っ た . す なわ ち , 各ウ ェ ル をIAコ ラ ゲ
ナ ー ゼ で 処理 しゲ ル を完全 に溶解後, 106個 の 培養細胞を回収
した . こ れ に4℃, 0.8mlの IS O G E N(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富 山)
を入 れ ホ モ ジ ナ イ ズ後, 400〃lの ク ロ ロ ホ ル ム を加え5分間氷
上 に放置 した . 遠心 (4℃ , 12,000g, 15分)後, 水相を採取 し,
等量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル に て 核 酸を沈殿さ せ全 RNA を得 た .
こ れ を0.1 %の ジ ュ チ ル ピ ロ カ ー ポ ネイ ト で R Nas eを失倍化 し
た 滅菌蒸留水 に溶解 し , 各検体を吸光度計 に て 濃度測定後,
1〃gル1 に調整 した .
2 . 逆転写反応
R N A試料1FLg に250ng の ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー (Bo ehringe r
Ma n nheim) を加え70℃で 10分間加熱後 , 氷 中に て 急冷 した .
こ れ にd N T P 500nM , 逆転写酵素2 00単位(SuperSc riptT MII,
Gibc o-B RL, Gaithe rbu rg , U S A), ジ チ オ ス レイ ト ー ル 10m M
お よ び8〃1の 添付 R T繚衝液を加え , 全 量を20〃1 とし た後,
42 ℃ で50分間 cD NA合成を行 っ た. 最後 に7 0℃, 10分 間で酵
素を失活化 させ , 反応を停止さ せ た .
3 . P C R反応
cDN A溶液1p=こ, d N T P O.2mM , セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー (各1FLM , 表1), 添付P C R綾衝溶液, Taq D N A
ポ リ メ ラ ー ゼ (1.25単位, 宝酒造, 束京)お よ び滅菌蒸留水を加
え全量を50/∠ =こ調 整 した . こ れ に50/Jlの ミネ ラ ル オ イ ル を重
層 さ せ , D N A サー マ ル サ イ タ ラ ー (MJ re se a rch, So uth Sa n
Fra n cis c o, U S A)で P C R反応を行 っ た . 熟変性(94℃, 1分間),
ア ニ ー リ ン グ (54℃, 1分間), D N A伸張(72℃ , 1分 間)を1 サ
イ ク ル と して β- アク チ ン お よ びⅠし18Rα に つ い て は25サ イク
ル , A S B T お よ びII]18 につ い て は28 サ イ クル , Fa sR, FasLお
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よ び アネキ シ ン Ⅴ に つ い て は30 サ イ クル 施行 した. 次 に5/ノlの
P C R産物を2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電気泳動 し, 臭化 エ チ ジ ウ ム
に て染色後, 紫外線下 で 可視化 した .
4 . 増幅P C R産物の半定量化
Fa sR, Fa sL, ア ネ キ シ ン Ⅴ, A S B T, Ⅰし18お よ びII/18 Rα に
対 応す る PCR産物の バ ン ド濃度をNIH イメ ー ジで 数値化 した .
そ して ハ ウス キ ー ピ ン グ遺伝子 であるβ- ア ク チ ン の 発 現量を
内部対照と し, β - アク チ ン に対 す る比率 で m R N A量の 半定量
化を行 っ た . な お , 定量性を示す最適な P C R サイ ク ル 数 は ,
P C R産物濃度の プ ロ テイ ン グ曲線を作成 し, サ イ ク ル 数 と浪度
が直線性を示す範囲で決定 した .
5 . P C R産物 の サ ブク ロ ー ニ ン グお よ び塩基配列の解析
P C R産物 の 塩基配列を確認す る た め , pG E M 昔ベ ク タ ー シス
テム (Pr o m ega, M adiso n, US A)を用 い てサ ブ ク ロ ー ニ ン グを
行 っ た 後 , 塩 基 配列 を決定 し た . す な わ ち , P C R産物を
QIAquick P C R Pur姐catio n氾t(QIA G E N, Cha二tW O rth, U S A) に
て精製後, P C R産物をpG E M l
､ ベ クタ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ
サ イ ト に挿入 し, 次 に この ベ ク タ ー をJM lO9コ ン ビテ ン ト細胞
に導入 し た. 挿入 お よ び導入 の 確認は 5- ブ ロ モ ー4- ク ロ ロ ー3- イ
ン ドリ ル ー β - D - ガ ラク ト ピラノ シ ドお よ びイ ソ プ ロ ピ ル ー チ オ ー
β - ガ ラ ク ト シ ドを用 い た里色選択 に て 行っ た ･ 陽性 コ ロ ニ ー
を採取 し, ベ ク タ ー 領域で作成 した セ ン ス お よび ア ン チ セ ン ス
プ ラ イ マ ー bG E M 161 お よ びpG E M 2911, 衷 )で P C R反応を
行 っ た. マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イト に挿入され たP C R産物 の
塩基数 仏S B T, II:18とも に201bp)を確認後, 表1 に示すベ ク
タ ー プラ イ マ ー (pG E M 2944) お よ び Dye Te r min ato rCycle
Sequ encing FS Re ady Re a ctio nKit(P E Bio syste m s, US A) で シ
ー ケ ン ス 用 P C Rを行 っ た. 次 にA BI Pris m377 D N A シー ケ ン サ
ー (P E Bio syste m s) で塩基配列 の 解析を行 っ た . 解析結果は
Fig. 1. Apopto sisindu ced by G C D C A in M B E C
JW . W and(B)Untre ated M B E CJⅣ . (C)and(D)500FLM G C D C Aqtre ated MBE C-W for
24 hrs. (朗a nd(C)T nr占e-dim e n sio n alc ellc ultu re. (B)a nd(D)Mo n olaye r c ellc ultu re. (瑚and(C)he m ato xyhn ande o sin staining. (B)
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Fig. 2. Apopto也cindex andproliftraio nindexin M B E C
JW o rM B E C-1pr. (朗Apoptoticindex Cr U N Eしpo sitive c ells/totalcellc ou nts)in
M B E C- W afte rthetre atm e ntwi th G C D C Ao rB Vatv ario u s c o n c e ntr a也o n s u nde rthe五Ⅹed incubationtim e(48hrs). (B)Apoptoticindex
in M B E CJⅣ u nde rthe丑Ⅹedc o n ce ntratio n of G C D C Aa nd B V(500FLM a nd 25FLM, r e SpeC也v ely). (C)Apoptoticinde xin M B E C→1pr u nde r
the 丘Ⅹed c o n ce ntratio n of G C D C Aand B V(500pM and 25pM , re Spe Ctiv ely). P )Proli 血
･
atio ninde x(P C N A[pO Sitiv e c ells/totalc ell
C O u ntS)in M B E CJW u nderthe 丘Ⅹed c o n c e ntratio n of G C D C Aand B V(500FL M and 25FLM , re Spe Ctiv elめ.
★SigniBc a ntdi 蝕re n c e v er su s







Fig. 3. lmm u n ohisto che mic alstaining of P C N A in M B E CJW of
m o n olaye r c ellcultu re co u nte r stain ed with m ethyl-gr ee n. (郎
Untr e ated M BE C･ O3)500FL M G C D C A-tr e ated M B E C fo r4
hr s. (0 rigin alm agni丘catio n x500)
Ge nBa nk デ ー タ ベ ー ス か ら得 た マ ウ ス A S B T, I L-18お よ び
I L 18α の 塩基配列 と照合 した.
Ⅵ . 培養上溝中の活性型Ⅰし1 8濃度の測定
B A LB/c 由来培養胆管上皮細胞株の 培養上清中の活性型I]18
過度 を E LIS A法 に て 測定 し た . すな わ ち薬剤非負荷 お よ び
G C D C A負荷 M B E C- W 細胞 (約106個相当) の 培養上 清を探
し, 抗 マ ウ ス Ⅰし18抗体感作 マ イ ク ロ カ ッ プ [マ ウ ス Ⅰし18
E LIS A キッ ト (医学生物学研究所 , 愛 知)] に3FLlず つ 添加 , 室
温で 1時間放置 した . 洗浄後 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識抗 マ ウ ス
IL 18抗体を室温 で1時間反応 させ , テ ト ラ メ チ ル ベ ン チ ジ ン を
基質 と して 標識 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を発色 さ せ た . 反応 停止後
4 50n m の 吸光度を測定 し標準曲線 か ら培養上 宿中 のI L 18濃度
を測定 した .
Ⅶ . 統計解析
結果 は, 各実験系 ご と に計4回測定 し, 貢 ± S Dを計算 した .
Ma n n- Wh itn ey U-te Stに て 統計解析 し, p<0.05をも っ て有 意差
ありと判断 した .
成 績
I, G C I) C A お よぴ B V に よ る培養マ ウ ス 胆管上皮細胞 の ア
ポ ト ー シ ス お よ び細胞増殖 の誘導
M B E CJW に G CD C Aを負荷 した場合, 単層培養 お よ び3次元
培養の い ずれ にお い て も, 250/上M 以 上の 濃度で 24時間後か ら,
ま た B Vを負荷 した 場合10/∠M 以上 の 濃度 で 4時間後か ら 形態
学的 に ア ポ ト ー シ ス を示唆す る変化 (ク ロ マ チ ン の 濃縮 お よ び
アポ ト ー シ ス 小 体 の 形成) が観察 さ れ た (図1 C). T U N E L染色
に て こ れ ら の 細胞 の 核 に 陽性所見を認 め , m N E L陽性 の ア ポ
胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞の ア ポ ト ー シス
ト ー シ ス 細胞 と 考え られ た (図1 D). G C D C A負荷彼の M B E C-
W の ア ポ ト
ー シス 指数 は G C D C Aの 濃度お よ びそ の 負荷時間 に
依存 して増加 し, 50 0FL M G C D C Aを負荷 した M B E CJW におけ
る48時間後 の ア ポ ト ー シス 指数は 0.32 ±0. 6 であ っ た (図2 A,
図2 B). 一 方 , 壊死性変化(特に細胞膨化お よ び細胞融解) は,
100 0FL M 以上 の G C D C A濃度お よ び5 0FLM 以 上 の B V漉度で高
頻度 に観察 され た . こ れら の 成績 より , 以後 の ア ポ ト ー シ ス に
関する 実験 は , G C D C Aの 濃度を500FLM に, B Vの 濃度を25FLM
に設定 して 行 っ た . 48時 間後の ア ポ ト ー シ ス 指 数は , G C D C A
負荷群 で 0.32± 0.06, B V負 荷群 で 0.8 3士 0.02で あり(図2 B),
GCD C A に よ る ア ポト ー シ ス 誘導能は B Vに比し有意 に軽度 で
あ っ た .
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山 方 , M B E C-1prで は , G C D C A負荷群 お よ び B V負荷群 の
48時間後 の ア ポ ト ー シ ス 指数 は各々 , 0.13 ±0. 3, 0.9 0 ±0. 3
( 図2C) で , BV負荷群 で有意 に高値であ っ た . ま た, M B E C-
1prと M B E C Wの ア ポ ト
ー シス 指数 の 比較で は, BV負 荷で は
両者 に有意差 はな か っ た (0.8 3± 0.02お よ び 0.9 0±0.03) が ,
G C D C A負荷群で は M B E C-1pr(0.13 ±0. 3) は MBECJⅣ (0.32 ±
0.06) に比 し有意に低値であっ た .
P C N Aの 発現 は核 に認 め ら れ た (図3). M B E CJW に おける
4時間後の増殖指数(P C N A陽性率) は無添加群(0.18 ±0. 2)お
よ び B V負荷群(0.16± 0.02) に 比 し, G C D C A負荷群 (0.29±
0.03) で 有意 に増加 し, G C D C A負荷12時間後か ら 緩徐 に低下
し た (図2 D). 一 方 , 額添加群 に お ける 増殖指数は ほ ぼ 一 定で
Table2 ･ Im m u n ohistochemic al expressio n of FasR, FasL, a nd an n e xin V in cultured m urin ebiliary
epithelialc ells.
M BE C- W M B E Crlpr
Untre ated G CDCA -tr eated Untre ated G C D CA -tre ated
FasR
FasL
An n e xin V
+ +H-
- ～ + 十H - - ～ + +十十
+ +* +++頼 + +津 ++*
-
, n O e XPreS Sion; +, milde xpr essio n; +十 m oder ate e xpressio n; + 十+, Str Ong e XPreSSio n;
* Moderate
CytOPlas mic expressio n;
* * Moderate cytoplas mic expressio n andstro ng m e mbra n ou s e xpressio n.
Fig. 4. Im m u n ohisto che mic alstaining of Fa sR,Fa sLa nd an n e Xin V in M B E C- W c o u nte rstain edwith he m ato xylin. (朗Fa sR expr es sio nin
u ntre ated M B E CJW . (B)Fa sRe xpr e ssio nin 500FLM G C D C A-tr e ated M B E CJW fo r24 hrs. (C)Fa sLe xpre s sio nin u ntre ated M B E C-W ･
P )FasL e xpre s sio nin 500iLM G C D CArtre ated M B E CJW fo r24 hr s. OE)Ann e xin V e xpre s sio nin u ntr e ated M B E CJW . (F) Ann e xin V
expre s sio nin 500FLM G C D C A
-tre ated M B E CJW fo r48 hrs, 仏-D)T hre e-dim e n sio nalc ellcultu re. C)and(F)Mo n ol野 er C ellcultu r eL
(0 riginalm agni丘c atio n x500)
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あり , ま た B V負荷群 で は培養時間 と と も に嬢徐 に低 下 し た
(囲2 D).
Ⅰ . ア ポ ト ー シ ス 関連分子の発現
1 . Fa sRの 発現
免疫組織化学的検討 に よ り, 塵添加評で は M B E C- W の 細胞
質 に Fa sRの 弱 い 発 現 が認 め ら れ た の に村 し, M B E C-1prで は
FasRの 発現 は認め ら れ なか っ た (囲4 A, 表2). G C D C A負荷群
で は, M B E CJⅣ の 細胞質 に強い FasRの 発現 が認 め ら れた の に
対 し , M B E C-1prで は FasRの 発現 は認 め ら れ な か っ た (図4 B,
表2). ま た M B E C- W に おけ るFa sR m R N A量 は G C D C A負荷
4時間後か ら増加 し, 以後漸増 した (図5, 図6A).
2 . FasLの 発現
免疫組織化学的検討 により , Fa sL は M B E CJW お よ び M B E C-
1prの 無添加群 に お い て , 陰性あ るい は細胞質で弱陽性 に出現
した (図4 C, 表2). G C D C A負荷群 で は, 両細胞株ともに Fa sL
の 強い 発現 が認 め ら れ た (図4 D, 表2). ま た M B E C- W に おけ
る Fa sL m R N A発現量 は, G C D C A負荷2 4時間後 か ら急激 に増
加 し た(国5, 図6 B).
3 . ア ネキ シ ン Ⅴの 発現
免疫組織化学的検討 に より , 無添加群 にお い て M B EC- W お
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Fig. 6. Theinte n sitY ratio of R T P C Rpr odu cts for Fa sR, Fa sL, an n e Xin Ⅴ, A S B T,Ⅰし18and I し18 Rα mR N Aagain sttho s efo■r β- aCtinin
M B E CJW afterthetre atm entwi th500FLM G C D C A. Datais a nalyz ed by NIH im age a nd is giv e n a s霊 ±S D･ ㈱ FasR･ (B)Fa sL･ (C)
Ann e xin V. P )A SB T. (田II/18. (円I L 18 Rα . 0, u ntr e ated M B E C; △ , G C D C 査tr e ated M B E C.
胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞の アポ ト ー シス
られ た (図4E, 表2). G C D C A負荷群で は, M B E CJW の 細胞質
の 発現 に加え細胞膜 に強い アネ キ シ ン Ⅴ の 発現 が 認 め られ た
(図4 F, 表2).
→ 方 M B E C-1pr で は ア ネ キ シ ン Ⅴ の 発 現は 非負
荷群と同程度であ っ た (表2). また M B E じW に おける ア ネキ シ
ン Ⅴ の m RNA量は , 時間の 経 過と と も に繚徐 に増加 し た (図5,
図6C).
4 . カス バ
ー ゼ ー3の 発現
1). ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ に よ る抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ ー3抗
体の 認識抗原 に関す る検討
B V非負荷 M B E C-W で は プロ カ ス バ ー ゼ ー3(p32), p29, p17
お よ び p1 2の い ずれ の バ ン ドも検出 さ れ なか っ た . -･方 , B V
負荷 M B E CJW で は , 12, 48時 間後 に29k Dの バ ン ドが 検出さ れ
た (図7). こ の 結果 より , 使用 した 抗体 はプロ ド メ イ ン が 切断
さ れ た 活性型 マ ウ ス カ ス バ ー ゼ ー3(p2 9)を認識 して い る もの と
考え ら れ た . なお , その 他 の 活性型 カ ス バ
ー ゼ ー3断片で あ る
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2). 培養細胞組織切片に お ける カ ス バ ー ゼー3陽性率の 検討
i. M B E C-W
免疫組織化学的検討 によ り, カ ス パ ー ゼ ー3 は細胞質に発現 し
た (図8). 無添加群で の カ ス パ ー ゼ ー3陽性率は , 3 %前後 で培養
時間と関係なくほ ぼ 一 定で あ っ た (図9朗 . 一 方B V負荷群で は
12時間後 に カス バ ー ゼ ー3の 陽性率 は53± 12 % と上昇 し, 以 後
次第に低下 した . こ の 結果 は ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グで の バ
ン ド強度の 時間的経過の 推移 と ほぼ d 致 した . また GC D C A負
荷群 に お け る カ ス バ ー ゼ ー3の 陽性率 は24時間後か ら 上 昇 し,
48時間複で は35± 5% で あ っ た .
ii. M B E C-1pr
無添加群で の カ ス バ ー ゼ ー3陽性率 は , 2 %前後 で培養時間 に
関係 なく ほ ぼ 一 定で あり, M B E C- W と同様の 陽性率であ っ た
(回9B). また , B V負荷群 で は12時間後に カ ス バ ー ゼ ー3の 陽性
率は4 6 ±12 % と 上昇, 以後次第 に低下 し, M B E C-W とほぼ 同
様の 経過 であ っ た . しか し, G C D C A負荷群で の カ ス バ ー ゼ ー3
陽性率 は, 5 %前 後で 培養時間に関係なく ほ ぼ
一 定で あ っ た
(図8B, 図9B).
Fig.8. lmm u n ohisto che micalstai nlg hr ca spas e
-3. (朗 250FLM
G C D C A･tr e ated M B E C-W fbr24 hrs, 田)500fLM G C D C A:b
'
e ated
M B E C-1prfo r24 hrs. (M o n olaye r c ellcultu r e c o u nter stain ed
with hem ato xylin;Originalm agni丘c atio n x500)
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T岳m e(hr s)
Fig, 9. T he per centage ofc a spas e-3-pO Sitiv eB E Cs afte rthetre atm e nt with 500FIM G C D C Ao r25FLM B V. (朗M B E CJW ･ (B)M B E CJpr･
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Fig･ 10･ Dete ctio n ofa ctiv atedIL18 in c ellsupe r n at nts of
M B E CごⅣ afte rthetre atm e nt with 500FLM G C D C A･ Datais
giv e n as貢±S D.
Ⅱ . A S B T, I L1 8お よぴI L 1 8 R αm R N A の発現
M B E C- W で は, G C DCA非負荷お よ び G C D C A負荷 に拘わ ら
ず, A S B T, IL-18 お よ びI し18 Rα m R N A の恒常的発現 が R T-
P C R法 に よ っ て確認され た (図5). ま た こ れら の P C R産物 の
塩基配列 は Ge nBa nk デ ー タ ベ ー ス の A S B T, Ⅰし1 8 お よ び
I L-1 8 Rα の 塩 基配列 と 一 致 し , 目 的 と し て い る m R N Aを
検 出 して い る こ と が 確認 でき た . さ ら に半定量解析 に よ り ,
M B E Cl Ⅳにお けるA S B Tm Ⅲ寸A量 は G C D CA負荷後培養時間と
とも に増加した(図5, 図6 D). II;18mR N A量 は , G C DC A負荷
4時間後に急速 に増加 し, そ の 後次第に低 下 した (図5, 図6E).
こ の 急激 なIL-18m R N Aの 発 現克進 は G C D C Aに よ る Fa sL
mR N Aの 発現克進 に先行 して観察さ れ た (図6B, 図6 E). ま た
IL 18Rα mR M量 は G C DC A負荷後程徐 に増加 した の ち48時間
後 に急激 に増加した(図5, 図6F).
Ⅳ . 培養上溝中の活性型IL 1 8 の検出
無添加M B E CJⅣ に お ける培養上清中の 活性型II]18の 濃度 は
培養時間に関係なく検出感度以下 で あ ら た. しか し G C D C A負
荷 M B E C-W で の 活性型II]18濃度は 負荷後直ち に上 昇 し, 経 過
と と もに漸増 した (図10).
考 察
ヒ トの 胆 汁酸成分は主 と して, 疎水性胆汁酸であ る コ ー ル 酸
(cholic a cid, C A), デ オキ シ コ ー ル 酸 (de o xycholic acid, D C A)
およ び ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸 (che n ode oxycholic a cid, C D CA)
と , 親水性胆汁酸 であ る ロDC Aの タ ウ リ ン も しく は グ リ シ ン抱
合体で構成 さ れ て い る46). 従来, 胆汁酸の 細胞毒性 はそ の疎水
性 に依存した界面活性作用 に よ る細胞膜障害ある い は稜々 の 機
序 に よ る ミ トコ ン ドリ ア障害が考えられ ており23)24)47卜49), こ れ
ら は い ずれ もネク ロ ー シ ス に よ る細胞死を特徴 と し たメ カ ニ ズ
ムで あ っ た ･ 鵬 方 , ロD C Aを代表 とする親水性胆汁酸 は, 疎水
性胆汁酸と の 競合 や, ミ ト コ ン ドリ ア 膜の安定化 に より細胞保
護作用を呈すると報告され て い る20)21)49). しか し なが ら, 近年 ,
肝細胞 に対す る疎水性胆汁酸の ア ポト ー シ ス 誘導作用 20)23)24)と
U D C A の抗 ア ポ ト ー シ ス 作用20卜 22)が 報告 され, 胆汁う っ 滞に
伴う肝 剛包障害はネ ク ロ ー シ ス よ りもむ しろ ア ポ ト ー シ ス が重
要で あ る と考えら れ る よ う にな っ た .
胆汁酸 は , 肝細 胞の み な らず肝内胆管細胞 に村 して も, 様 々
な作用を有 して い る と考え ら れ て い る . ヒ ト慢 性胆汁う っ 滞性
肝疾患 で は , 疎水 性胆汁酸が血中お よ び 肝内 に蓄積 して お り,
こ れ が 肝細胞 の み な らず月旦管上皮細胞 に対しても細胞傷害性 に
作用す る と 報告 され て い る23)24). 一 方 , 実験動物 で の 閉塞性黄
痘や 70 %肝切 阻 ま た P B C, 原発性硬化性胆管炎 (prim a ry
S Cle r o sing chola ngitis, P S C), 肝外性胆道閉塞症な どの ヒ ト慢
性胆道系疾患で は , 胆 汁う っ 滞に伴 い 肝内胆管 の 増殖性変化 が
認め ら れる こと50 卜53), また ラ ッ ト実験 モ デ ル で 胆汁酸(特に親
水性胆汁酸)が, 胆管細胞の D NA合成 , セ ク レチ ン 受容体 の 発
現 , セ ク レ チ ン 依存性 の cA M P合成な ど を克進させ る作用を有
する こ と が示され て い る50)51)54)
近乳 自己免疫性胆道系疾患 にみ られ る 胆管破壊 の過程で ,
胆管細胞 の 細胞動態, す なわ ち細胞増生と細胞死 の バ ラ ン ス の
乱 れ が 重要 であ る と 報告さ れ て い る7)52)53). 胆 管上 皮 の 細胞死
の 主 た る経路と して ア ポ ト ー シ ス が 重要 と考えら れ , 実際 P B C
の障害胆管で は T ロN E L法 や 電子顕微鏡的観察 に よ りア ポ ト ー
シス が 示 さ れ て い る 7卜 9). 今 回の 研究で は , 胆 管上 皮は直接胆
汁 に接してお り, 胆汁中 の 主要成分 である胆汁酸が胆管上皮 の
アポ ト ー シ ス 発生 に 関連 して い る と の 想定 で 以 下 の 実験を行 っ
た. G C D C A はヒ トの 一 次胆 汁酸構成成分 の 中で 占め る 割合が
最も高い こ と
46)
, か つ 肝細胞 に対し最も強く ア ポ ト ー シス を誘
導す る作用を有 して い る 55)こ と より, 特に こ の 胆 汁酸を中山二
検討 した .
まず , マ ウス 培養胆管細胞株 に GC DC Aを250FLM 以上 の 濃度
で負荷する と細胞増殖克進 と ア ポ ト ー シス に よ る細胞死 が同時
に生 じる こ と が示 さ れ た ･ しか しG C D C Aを100FLM 以下 の 低 濃
度 で負荷 した 場合, 細胞増殖 は誘導 され た が ア ポ ト ー シ ス は確
認されなか っ た . こ の こ と か ら, G C D C Aの 濃度 が細胞増殖とア
ポ ト ー シ ス 死の バ ラ ン ス を規 定する重要な因子 であ る と考えら
れた . G C D C Aを用い た研究 に より, 本研究 はP B C な どの 自己免
疫性胆道系疾患で の 胆管破壊 の 基礎的研究 とな ると思 われ る .
さて , 胆 汁酸 の 腸肝循環 や抱合型胆汁酸 の 細胞内へ の 取り込
み は, 主 に ナ トリ ウム 依存性 の 胆汁酸輸送機構 に より行 わ れ て
い る56)
. 近年 ラ ッ トお よ び ヒ ト の 胆管細胞 が小腸粘膜上皮 と同
様 に A S B Tを発現 し て い る と の 報告が あり2 9卜 32), マ ウ ス 胆管
上 皮細胞もA S B Tを発現 し て い る こ とが 本研究 の R T-P C R法 に
よ っ て 示 さ れ た . 従 っ て G C D C A は A S B T に よっ て細胞内 へ 輸
送さ れ て い る と考え られ , こ の 胆汁酸 の 細胞内移動が胆管細胞
の 増殖お よ び細胞死 の シ グナ ル 開始 に直接関与 して い る 可 能性
がある . 実際 ラ ッ ト培 養肝細胞で , より疎水性 の 強い 非抱合型
の C D C A よりも G C DC Aの ほう が細胞障害を強く起 こ した と の
報告もあり 21), A S BT等の 胆汁酸輸送蛋白 の 存在が抱合型胆汁
酸に よ る アポ ト ー シス 誘導に関連 して い る可 能性が示唆さ れ る.
P B C な どの 自己免疫性胆道系疾患で の 障害胆管 に Fa sRの 発
現 が あり, ま た その 周囲に Fa $L陽性の リ ン パ 球 が 浸潤 して い
る こ と か ら, こ れら細胞上 の Fa sR とFa sLの 結合が 胆管細胞 の
ア ポ ト ー シ ス の 発生 に 重要 であ る と考え られ て い る7)57). しか
し, Fa sL は リン パ 球 を含む血球系細胞以外 にも発現 して い る
と の 報 告 が あ る. 例 え ば甲状腺濾胞上皮 に は 恒常的 に Fa sLの
発現 が あり , 橋 本病 で は Fa sRの 過剰発現 が加わ っ て 広範 な濾
胞上皮 の 破壊 が生 じ る 12) . ま た 悪 性腫瘍 もFa sLを発現 し ,
胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞 の ア ポ ト ー シ ス
Fa sR陽性免疫担当細胞をア ポ ト ー シス 死 に 陥 らせ る 免疫回避
機構が存在す る13卜 17). こ れ ら の 所見 よ り, 胆管上皮もFasLを
発現 し病態形成 に関与 し て い る可 能性 があり, GC DCAを用い
た系に より検討 した . そ の 結果, M B E CJW に G C D C Aを負荷す
る と, Fa sR お よ び Fa sLの 発現が 高度 に誘導さ れ る こ と が 示さ
れ , ま たア ポ ト
ー シ ス も誘導さ れ た . しか し, 機能的Fa sR欠
損 マ ウ ス 由来 の M B E C-1prで は G C D C A負荷に より Fa sL の発現
先進を認め た が , Fa sRの 発現 は なく ア ポ ト ー シ ス は 誘導 され
な か っ た . 以 上 の 所 見 より , マ ウ ス 胆管上 皮細胞 は Fa sR お よ
びFasLを発現 し, また G C D C A によ る胆管上皮細胞 の ア ポ ト ー
シス 誘導はFasR/Fa sL系を介して い る こ とが 示され た .
次 に , G C D C A依存性 ア ポ ト ー シス に お ける カ ス バ ー ゼ 嶋3の
関与を検討 した . II/1β変換酵素 (I し1β c o n v e rting e n zym e,
ICF)/C E D-3フ ァ ミリ ー の
一 つ で ある カス バ ー ゼ ー3 は, FasR/Fa sL
系 を介 した細胞内シ グ ナ ル 伝達系 の 重要なア ポ ト ー シス 実行蛋
白と され て い る58)5 9). ラ ッ ト培養胆管細胞 に B Vを負荷 した場
合 , カ ル シ ウム 依存性 に カス バ
■
- ゼ ー3を活性化しア ポ ト ー シス
が誘導される と の 報告が ある 41). 今 回, マ ウ ス 胆管上皮細胞を
用 い B V負荷 に よ る カ ス バ ー ゼ ー3の 活 性化 に つ い て検討した .
まず ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に よ り, 無添加 M B E CJW で
は非情性型(プ ロ カ ス バ ー ゼ ー3) お よ び 加工 型 b29, p17 およ び
p12) の い ず れ も検出 さ れ なか っ た の に 対 し, B V負荷群 で は
p29 が検出 さ れ た . ま た 免 疫染色 に よ る 検討 で もB V お よ び
G CD C A負荷群 で カ ス バ ー ゼ ー3(p2 9) の 発現克進を認 め た . こ
の 結果 か ら 今回用 い た抗 ヒ トカス バ ー ゼ ー3抗体(D A K O)は , 少
なく とも マ ウ ス カ ス バ ー ゼ ー3の p29成分 と交差反応する こと が
示 さ れ , ま た B V負荷 に よ っ て プロ カ ス バ ー ゼ ー3 が加工 さ れ ,
活性 型 に 変換 さ れ る 現象を示 して い る も の と 考え ら れ た .
Rodrigu e zら
60)はFa s依存性劇症肝炎 の 動物実験 モ デ ル で カ ス
バ ー ゼ ー3の 発現を ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 にて 検討 し た結
果, 肝全体 より抽出 した 蛋白材料 にお い て もp17の バ ン ドは非
常 に弱か っ た と して い る. 従 っ て 細胞質内で産生さ れ た活性型
カス バ ー ゼ ー3の p17, p12成分は 急速に分解さ れ る可 能性が考え
られ た . 以 上 の 結 果 より , B V お よ び G C D C A に よっ て 誘導 さ
れ る ア ポ ト ー シ ス 機構 で は , 活性 型カ ス バ ー ゼ ー3の 検出 さ れ た
こ と か らFasR か らの 細胞内 シ グナ ル が カ ス バ ー ゼ →3 を介 し て
実行 され る と考え られ た .
次 に , マ ウ ス 胆管細胞 にお ける ア ポ ト ー シス と ア ネキ シ ン Ⅴ
発現 と の 関連性を検討 した , ア ネキ シ ン Ⅴ は カ ル シ ウ ム 依存性
フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン結合蛋白 と して知 ら れ , 近年ア ポ ト ー
シ ス の 検索 に利用さ れ て い る が , そ の 機能に 関 して は い まだ不
明の 点 が 多い . 最近, マ ウス の 末梢′ト型胆管 に アネ キ シ ンⅤが
豊富 に存在する こ とが報告 さ れ , 胆管 の 生 理機能に関連 して い
る と推測さ れ て い る2 8). また , ア ネキ シ ン Ⅴ は細胞内カ ル シ ウ
ム濃度 が上 昇 した状態 (例えばB Vの 投与) で細胞質内か ら細胞
膜 上 へ と 移動す ると考え ら れ て い る 61). 今 回, B Vあ る い は
G C D C A負荷彼の 培養胆管細胞 に アネ キ シ ン V の 高度 の 細胞膜
発現 が観察さ れ , 初期の ア ポ ト ー シス を反映 して い るもの と考
えら れ た . なお , Gido nJe a ngir ard ら
62)は ヒ トT リン パ 球 モ デ
ル を用い た 実験で , ア ネキ シ ン Ⅴが カ ス バ ー ゼ 蠣3の 活性化 を抑
制 した と 報告 して お り, マ ウス 末梢小型胆管細胞 にお け るア ネ
キ シ ン Ⅴの 恒常的な細胞内発現が B Vある い は G C D C A によ る
カ ス バ ー ゼ ー3の 活性化を抑制 してい る可 能性も考え られ た .
次 に , 胆 管細胞 に よ るⅠし18産生 と ア ポ ト ー シ ス の 関連を検
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討 し た . Ⅰし18 は クッ パ ー 細胞 に代表 さ れ るリ ボ ポ リサ ッ カ ラ
イ ドGipopolysa c charide, L PS)刺激 マ ク ロ フ ァ ー ジや, ケ ラチ
ノ サ イ ト, お よ び脳 の グリ ア細胞な どで 産生さ れ , リ ン パ 球に
作用 しイ ン タ ー フ ェ ロ ン γ の 産生 を克進させ る こ とが 知 られ て
い る35 卜 38)63). ま たT b l リン パ 球 や ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 に作
用 しFasL の発現や そ の 機能の 増強させ る効果を有す る35)36). 今
回の 培養胆管細胞を用い た研究 で は, G C D C A負荷 に よりFa sR
の 皿 R N A量 は刺激後4時間以内で増加 し たが , Fa sL は 24時間
後 に発現 が克進した . こ れは Fa sR発現 が G C D C A の直接作用
に よ り誘導され , Fa sLの 発現 に は何らか の 因子 の 介在があ る
こ とを示唆 し て い る. 次 にFa sL発現の 調節因子であるIL 18に
注目 し検討 を行 っ た . そ の 結果 , ⅣトP C R法 に て培養胆管細胞
にⅠし18 お よ びⅠし18 Rα の m R N A発現が確認さ れ, 胆管細胞が
自 らI L 1 8を産生 し, IL 18 のレ セ プタ ー で あるⅠし18 Rα も発現
して い る こ と が 示され た. ま た G C D C A負荷群 に お い てⅠし18
m R N Aの 発現冗進が FasL mR N Aの 発現克進 に先行 して い た こ
と , また 培養上浦中 に活性型Ⅰし18の 分泌 が 認め られ た こ とか
ら , I L 18 が オ
ー トク リ ン , パ ラ クリ ン の 機序 で Fa sLの 発現を
克進さ せ て い る こ とが考えら れ る . さ ら に , Ⅰし18は 非情性型
と して細胞内に産生 さ れ, また カ ス バ ー ゼ ー1 に よっ て活性型 に
変換 さ れ た の ち 分泌さ れ る6坤i5)こ と か ら , マ ウ ス月旦管 上皮細胞
は カ ス バ ー ゼ ー1を有 してい ると 推測 され る. また ク ロ ー ン病で
は腸管粘膜上皮細胞お よ び 粘膜固有層浸潤単核球か らの 活性型
Ⅰし18の 分泌 が認 め ら れ, 局所免疫炎症反応 の 重要なサ イ ト カ
イ ン と して作用して い る と の報告66)67)が ある . 従っ て胆 道系に
お い て も胆管上皮細胞 か ら のⅠし18の 産生 が リ ン パ 球や マ ク ロ
フ ァ ー ジ な どの 免疫担当細胞 に作用 し, 自 己免疫機序に よ る胆
管炎を惹起 し, さ ら には胆管上皮 にFa sLの 発現を誘導 し, 胆管
上皮 の ア ポ ト ー シス 発生に 関係 して い る可能性 が示唆さ れ る.
結 論
疎水性胆汁酸である G C D C Aの 肝内胆管細胞 に対する ア ポ ト
ー シス 誘導をマ ウ ス 由来培養胆管上皮細胞を用 い て 免疫組織化
学的お よ び分子生物学的に検討 し, 以下の 結論を得た .
1. 野生 型 マ ウ ス (B A L B/c) お よ び機能的Fa sR欠損 マ ウ ス
(C 3 H･ M R しFa s
l一)り か らそ れ ぞ れ胆管細胞株(M B E CJW およ び
M B E C-1pr)を樹 立 した .
2. G C D C Aは M BECW に対 して ア ポ ト ー シス 誘導効果お よ
び細胞増殖効果を有 し た. しか し な が ら 機能的FasR を欠損 し
た M B EC-1prで ア ポ ト
ー シス は誘導 さ れ なか っ た .
3. G C D C A負荷 M B E C-W で FasR, Fa sL, アネ キシ ン Ⅴお よ
び加工 型 カ ス バ ー ゼ ー3の 発現克進が認め ら れ た . ア ポ ト ー シス
が Fa sR/Fa sL系によ るカ ス バ ー ゼ ー3の 活性化 を介 して 行わ れ ,
そ の 過程で ア ネ キ シ ン Ⅴの 細胞質か ら細胞膜 へ の 移動が 生 じて
い る こ とが 示さ れ た .
4. M B E C-W で は, AS B T, IIJ18 お よ びII:18Rα の mR N A が
恒常的に発現 してい た . また, GCD C Aの 負荷に よ っ てまずIl)18
m R N A が増加 し, 続 い てFasL m R N Aの 増加 が秩察 さ れ , 培養
上帝中に活性型Ⅰし18の 存在も証明 され た .
5. GC D C Aは A S B Tを介 しマ ウ ス 胆管上 皮細胞内 に取り込ま
れ , Fa sR発現 の 克進 およ びⅠし18産生 に伴う Fa sL発現克進をき
た し, 胆管 上皮細胞相互 で の オ ー トタ リ ン , パ ラ クリ ン の 機序
で Fa sR/Fa sL系 を介 しア ポト ー シス を誘導して い る こ とが示 さ
れ た .
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生体内 にあ っ て も, こ の G C D C Aを介 した 胆管上皮 の ア ポ ト
ー シス が , P B Cな どの ヒ トの 肝 内服管病変の 発生 , 進展 に何 ら
か の 役割を果た して い る可 能性 が示唆 され た .
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Apoptosis of Cultur ed Murin eB iliary EpithelialCellsIndu ced by G
lyco che n ode oxycholic AcidIn v oIvingthe Fas
Receptor and Its L iga nd MitsuhiroIw ata, Depart me nt of Intern al
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Key w o rds Fasr ecepto r/Fa sligand system , CaSpaS e
-3
,
a nne Xin V, aPIC al sodiu m -dependentbile acid transporter,
interle ukin -1 8
Fa s- mediated apoptosis of bilia ry epithelial c
e11s(B ECs)is suggested asa main effectorprocessinim m u nem ediated
biliary diseas e s, Partic ularlyin prl m arybiliary cirrhosis･ B E Cslining thebiliary
tre eare c onsta ntly e xposedtobile acids, a nd
hydrophobic and hydrophilicbile acidshav er eportedly pro
- aPOPtOtic andantトapoptotic effects･ Glycochen odeo xycholic acid
(G CD CA), a COr小gated hydr ophobic bile acid, is kno wn to cau se apoptosis of hepatocytesvia direc t a c
tiv ation ofthe Fas
re c eptor(FasR)･ In this study, W ein vestigatedthe apoptotic process a nd efftct ofG CDCA on c ultur
ed murin eintra hepatic
B E Cs. It w asfo u ndin this study thatGCDCA induced apoptosis ofB ECs derived from B A L B/c micein a dose
- a nd
in c ubation tim e-depende nt m ann e r･ M o rpholog ya nd T UN EL positivity ofthe apoptoti
c pro ces s e s ofB E Csindu ced by
G C DCA w e re simi1a rt o those of B ECsinduc ed bybeau vericin, Which is kno wn toinduce apoptosisby directactivat
ion of
caspa s e
-3, a membe rofthe c aspasefa mily, atitsdo wnstream ･ GC DCA
-induc ed apoptosis of B ECs was ac c o mpaniedby up
-
regulation of FasR,Fasliga nd(FasL), a n n e Xin V, aPicals odium
-dependen tbile a cidtra nsporte r(AS B T)and als ocaspase
-3･
GCDCA didnotindu c e apoptosis of the B E Cs de riv ed from C3 H
･ M R しFas
Ipr
mic eposses slng n On
- functio nl ng FasR,
s up portlng the theory that the GC DCA
-induc ed apoptosis of BECsin B A L B /c in voIves the Fas system ･ Fu rther mo r e,
G C D C A induc ed inc re as ed in erleukin -18 m R NA e xpression in B E Cs and se c re tio n ofactivated interleukin
～18 丘･O m B E Cs
fro mB A L B /c, Which mightle adto the up
-r egulatio n of FasL mRN A and protein in B E Cs, follo w ed by the FasR/FasL
inter ac tion. T hese results suggest thatintrace11ula rtr a n spo rt ofGCD C Athrough ASB Tindu
c e sapoptosi of B ECs by the
FasRJFasL inte r a ction via ana utocrine/paracrin e effect and int erleukin
-18 m ay be r esponsiblefor theindu ction of FasLin
B ECs a nd that up-r egulation ofc aspas e
-3is alsoinv olved in this m odel･ T his m odelc o uld be us efu lforthe pathoge netical
evaluation ofim mu n e- m ediated biliary dise ases char aCteriz ed by Fas
- m ediated apoptosis of BE Cs･
